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RESUMEN 
 
 
La infección con el virus de la inmunodeficiencia humana (HIV), causa una 
profunda inmunodepresión que expone a las personas infectadas a diversas 
infecciones oportunistas. Lepidium peruvianum Ch. presenta varias propiedades como, 
su capacidad estimulante de la reproducción y energizante, investigaciones recientes 
han demostrado su capacidad antitumoral e inmunoestimulante.  
El objetivo del presente trabajo fue determinar la actividad de tres tipos de 
extractos (clorofórmico, acuoso y metanólico) de L. peruvianum Ch. en cultivos de 
leucocitos de personas saludables y HIV-1+. Para ello, células sanguíneas de 5 
voluntarios sanos y 5 HIV-1+ fueron cultivadas por triplicado en presencia de cada 
extracto a una concentración final de 800µg/mL y se incubó por 16 horas a 37 ºC. Se 
realizó el recuento de los leucocitos y sus 4 estirpes celulares (linfocitos, neutrófilos, 
eosinófilos y monocitos) mediante  hemograma manual y de las poblaciones de 
linfocitos T CD3+CD4+ y CD3+CD8+  por citometría de flujo. Se empleó el medio de 
cultivo RPMI como control negativo de la prueba. 
 En las personas saludables, para las 4 estirpes celulares evaluadas, el 
extracto clorofórmico logró incrementar significativamente el número de linfocitos 
(p=0.003). La población linfocitaria T CD3+CD4+  presentó un incremento celular con el 
extracto clorofórmico (p= 0.004).En las personas HIV-1+, los 3 extractos lograron 
incrementar el número de leucocitos. En los individuos pertenecientes al estadío C se 
observó que el extracto clorofórmico logró un incremento significativo del número de 
linfocitos respecto al control.  
Estos resultados pueden ser de gran ayuda para utilizar a  L. peruvianum Ch. 
en el tratamiento de personas infectadas con HIV-1 contribuyendo con restaurar el 
nivel y funcionamiento de las células T infectadas por el virus. 
 
Palabras clave: Lepidium peruvianum, Lepidium meyenii, maca, inmunoestimulante, 
metabolitos secundarios, HIV-1, SIDA. 
 
  
                                                                          
ABSTRACT  
 
Infection with the human immunodeficiency virus (HIV), causes a profound 
immunosuppression that exposes people infected to various opportunistic infections. 
Lepidium peruvianum Ch. has several properties, the most known, its ability stimulating 
the reproduction and energizing or revitalizing, recent research has shown antitumor 
and immunostimulatory capacity. 
The aim of this study was to determine the activity of three types of extracts 
(chloroform, methanol and aqueous) of L. peruvianum Ch. in cultures of leukocytes 
from healthy people and HIV-1+. To do this, blood cells from 5 healthy and 5 HIV-1+ 
volunteers were cultured in triplicate in the presence of each extract at a final 
concentration of 800μg/mL and incubated for 16 hours at 37 ° C. We performed the 
counting of leukocytes and their 4 cell lines (lymphocytes, neutrophils, eosinophils and 
monocytes) through a hemogram and populations of T lymphocytes CD3+ CD4+ and 
CD3+ CD8+ by flow cytometry. We employed RPMI culture medium as negative control 
test. 
In healthy people, for the 4 cell lines tested, the chloroform extract was able to 
increase significantly the number of lymphocytes (p= 0.003). The CD3+CD4+ 
lymphocyte population showed an increase cell with the chloroform extract (p= 0.004). 
In people HIV-1+ the 3 extracts were able to increase the number of leukocytes. In 
individuals belonging to stage C showed that the chloroform extract achieved a 
significant increase in number of lymphocytes over control.  
These results may be helpful to use a L. peruvianum Ch. in treating people 
infected with HIV-1 contributing to restore the level and function of T cells infected with 
the virus. 
 
Keywords: Lepidium peruvianum, Lepidium meyenii, maca, immunostimulant, 
secondary metabolites, HIV-1, AIDS. 
 
1 
 
                                            I. INTRODUCCIÓN 
 
La infección con el virus de la inmunodeficiencia humana (HIV) produce 
disturbios funcionales profundos en las células del sistema inmune durante el curso de 
la infección, debilitando la función inmunológica, de manera tal que las personas que 
la padecen son blancos de diversas infecciones oportunistas. El ONUSIDA (Programa 
Conjunto de las Naciones Unidas sobre el HIV/SIDA) calculó que en el año 2007 
ocurrieron 1 40 000 nuevas infecciones por HIV en América Latina, lo que representa 
aproximadamente 388 nuevos casos diarios. 
Las plantas producen un gran número de moléculas, entre ellas, los 
metabolitos secundarios que son biosintetizados en las plantas para diferentes 
propósitos, incluyendo regulación del crecimiento, interacciones intra e interespecíficas, 
y defensa contra depredadores e infecciones; asímismo, estas sustancias tienen un 
potencial inmunoestimulante y antimicrobiano en los seres humanos. Dentro de estos 
metabolitos se incluyen flavonoides, indoles, fitoesteroles, polisacáridos, 
sesquiterpenos, alcaloides, glucanos, taninos, etc (Williams, 2001). 
 
Los metabolitos secundarios producidos por las plantas son utilizados por el 
hombre  para tratar una variedad de enfermedades. Aproximadamente el 25% de las 
drogas prescritas en el mundo entero provienen de plantas y se ha estimado que el 
60% de las drogas anti-infecciosas y anti-tumorales son de origen natural (Kirszberg et 
al., 2003). Muchos de estos metabolitos secundarios presentan actividades 
farmacológicas y biológicas interesantes y son usados como agentes 
quimioterapéuticos o sirven como punto inicial para el desarrollo de medicinas 
(Verpoorte, 1998 y 2000). 
 
Muchos grupos de investigación están estudiando la diversidad vegetal para 
encontrar nuevos y mejores fármacos anti-HIV con nuevos mecanismos de acción. El 
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efecto y acción de los metabolitos secundarios como agentes antivirales 
específicamente contra el HIV han sido ampliamente investigado (Chen et al., 2006; 
Cos et al., 2004; Horiuch et al., 2006; Takada et al., 2007; y Yu et al., 2007). Asimismo 
se ha encontrado que éstos tienen la capacidad de provocar el incremento del número 
de linfocitos T CD4  en personas inmunosuprimidas HIV-1+ (Bot  et al., 2007).  
 
Lepidium peruvianum Ch. presenta varias propiedades, siendo la más 
conocida su capacidad estimulante de la reproducción (Chacón, 1961 y 1990), y 
energizante o revitalizadora (Quirós y Aliaga, 1997), pero también se ha demostrado 
su capacidad antitumoral (Alzamora, 2002) y trabajos realizados suministrándole 
extracto acuoso a ratones inmunosuprimidos han permitido demostrar su capacidad 
inmunoestimulante e inmunopotenciadora (Alzamora et al., 2004). Recientemente se 
ha demostrado esta actividad en el extracto metanólico del ecotipo morado en cultivos 
de linfocitos T humanos ( Alzamora et al., 2007); en base a esta  última propiedad, se 
podría utilizar esta planta para el tratamiento de las personas infectadas con el HIV a 
fin de restaurar el nivel y funcionamiento de su sistema inmune, que unido a su 
capacidad energizante y revitalizante la colocarían como un excelente agente para ser 
utilizado en una terapia alternativa o como adyuvante del tratamiento que actualmente 
reciben las personas HIV+.  
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II. MARCO TEÓRICO 
 
1 DESCRIPCIÓN DE LA PLANTA 
 
El género Lepidium incluye aproximadamente 175 especies, distribuídas en 
prácticamente todos los continentes, excepto la Antártida, siendo más amplio dentro 
de las Brassicaceas. Las especies de América del Norte, Australia y Europa han sido 
estudiadas extensamente, pero se sabe muy poco de las especies endémicas andinas 
(Quirós, 1999). 
 
El término maca es utilizado por el Dr. Javier Pulgar Vidal como proveniente 
de dos voces de la lengua chibcha, MA que tiene significado de origen de la cultura 
(que ha sido cultivada o encontrada en la altura) y CA que significa alto, excelso, 
comida buena que fortalece. 
 
La Maca es una planta herbácea, bienal. Presenta una roseta externa de 
hojas y un órgano subterráneo, reservante y suculento; formado por una parte de 
tejido del tallo (hipocótilo) y raíz pivotante verdadera con raicillas que es la parte 
comestible (Tello et al., 1992). 
 
Los cultivares de L. peruvianum Ch. que existen en la actualidad se 
diferencian por el color externo de la raíz-hipocótilo (al cual llamaremos en adelante 
solo como raíz), que es bastante variable, se han identificado seis colores básicos: 
crema, morado, rojo, blanco, plomo y negro, y dos combinaciones: morado-blanco y el 
morado crema (Ponce, 1995), denominándose a cada uno como ecotipos. Se entiende 
como ecotipo a un grupo dentro de una especie que presenta características distintas, 
resultado de su adaptación al medio local (Álvarez, 2008). 
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1.2 Clasificación Taxonómica 
Lepidium peruvianum Chacón presenta la siguiente clasificación taxonómica 
(Cronquist, 1981): 
DIVISIÓN: ANGIOSPERMAE  
CLASE: DICOTYLEDONEAE 
SUBCLASE: ARCHICHLAMYDEAE 
ORDEN: PAPAVERALES  
FAMILIA: BRASSICACEAE 
GÉNERO: Lepidium 
ESPECIE: Lepidium peruvianum Chacón 
NOMBRES VULGARES: Maca, maca-maca, maka, maino, ayak chichira, 
ayak willku  
 
1.3 Importancia Nutricional 
 
La raíz de la maca tiene un alto valor nutritivo, semejante al de los cereales 
tales como maíz, arroz y trigo y superando ampliamente en contenido calórico, 
proteínas y carbohidratos a otras hortalizas (Dini et al., 1994). 
 
El análisis de los compuestos químicos derivados del carbono revela que la 
raíz de la maca contiene concentraciones cercanas al 60% de carbohidratos, 10% de 
proteínas, casi un 9% de fibra, y poco más de 2% de lípidos. Asimismo, las vitaminas 
B1, B2 (Chacón, 1997), C y E (Garró, 1999). El contenido proteico de la maca se 
manifiesta principalmente bajo la forma de cadenas polipeptídicas y aminoácidos, 
encontrándose presentes entre estos últimos la totalidad de los diez aminoácidos 
esenciales. Adicionalmente, aminoácidos tales como arginina, serina, histidina, ácido 
aspártico, ácido glutámico, glicina, valina, fenilalanina, tirosina y treonina, se 
encuentran en cantidades altamente significativas (Cikutovic y Cikutovic, 2005). 
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El estudio llevado a cabo por Dini et al., (1994) reveló que la maca es 
también un importante depósito de diversos ácidos grasos (linoleico, palmítico y oleico, 
entre otros), esteroles (stigmasterol, sitosterol y camposterol), saponinas, taninos y 
alcaloides, los cuales actúan como una importante fuente energética y estructural. Por 
otra parte, la composición mineral de la raíz de la maca, previamente desecada, reveló 
altas concentraciones de potasio, superando largamente a otros vegetales, también 
contiene calcio y hierro, cuya concentración supera en más del doble a la leche y 
lentejas, respectivamente. Por esta razón, ha sido usada tradicionalmente para el 
tratamiento de la osteoporosis (Cikutovic y Cikutovic, 2005)  
   
2. METABOLITOS SECUNDARIOS EN Lepidium peruvianum Chacón  
 
Las plantas producen un gran número de sustancias entre ellas los 
metabolitos secundarios (Williams, 2001) que son utilizadas por el hombre  para tratar 
una variedad de enfermedades. Aproximadamente el 25% de las drogas prescritas en 
el mundo provienen de plantas y se ha estimado que el 60% de las drogas 
antiinfecciosas y antitumorales son de origen natural (Kirszberg et al., 2003). Muchos 
de estos metabolitos secundarios han demostrado presentar actividades 
farmacológicas y biológicas interesantes y son usados como agentes 
quimioterapéuticos o sirven como punto inicial para el desarrollo de medicinas 
modernas (Verpoorte, 1998 y 2000).  
 
Los metabolitos secundarios presentes en las plantas son elementos 
biológicos como flavonoides, polisacáridos, glucanos, ácidos polisaturados, alcaloides 
y otros componentes fisiológicamente activos. Varios de estos metabolitos secundarios 
han podido ser detectados en la raíz de L. peruvianum Ch. y algunos estudios 
sugieren que son los componentes responsables de sus efectos fisiológicos (Yllescas, 
1994). 
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 a) Alcaloides. Se clasifican como alcaloides a aquellas sustancias básicas 
con uno o más átomos de nitrógeno en su sistema cíclico, que manifiestan actividad 
farmacológica (Lock, 1994).  
 
Los alcaloides forman una amplia y variada familia de metabolitos 
secundarios de moléculas no relacionadas entre sí, siendo de gran importancia 
económica debido a sus propiedades farmacológicas, las mismas que han sido usadas 
desde la prehistoria hasta la actualidad. Son los metabolitos mas frecuentes en el 
reino Plantae, habiéndose encontrado cerca de 10,000 alcaloides en 
aproximadamente 20 % de plantas con flores, principalmente dicotiledóneas 
herbáceas (Hopkins, 1999).  
 
La mayoría de los alcaloides provienen del metabolismo de los aminoácidos, 
principalmente tirosina, triptófano, arginina y lisina, y aunque algunos alcaloides se 
encuentran en varios géneros o aún en una familia, la mayoría de las especies 
presentan un patrón único, genéticamente determinado. Por otro lado, su distribución 
está restringida a determinados órganos de la planta, como raíces, hojas o frutos 
jóvenes (Hopkins, 1999).  
 
La primera vez que se identificaron alcaloides en maca, fue en los extractos 
etanólico, etílico y acetónico de las raíces, se detectaron cuatro alcaloides y se les 
denominaron macaina 1, 2, 3 y 4 (Chacón, 1961). Posteriormente también se ha 
detectado la presencia de alcaloides en  las raíces de maca (Yllescas, 1994). 
Recientemente dos alcaloides imidazólicos han sido identificados: el cloruro de 1,3-
dibenzil-4,5-dimetilimidazol llamado lepidilina A y el cloruro de 1,3-dibenzil-2,4,5-
trimetilimidazol llamado lepidilina B (Valentová y Ulrichová, 2003).   
 
b) Flavonoides. Son pigmentos naturales que se encuentran en vegetales, 
semillas, frutas y bebidas como vino y cerveza, poseen múltiples efectos positivos 
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principalmente  debido a su acción antioxidante y eliminadora de radicales libres 
(Martínez et al., 2002). A estos compuestos químicos fenólicos se les atribuyen 
propiedades diuréticas, hemostáticas, astringentes, antiinflamatorias y 
anticancerígenas (Martínez et al., 2002).  
 
La actividad de los flavonoides como antioxidantes depende de las 
propiedades redox de sus grupos hidroxifenólicos y de la relación estructural entre las 
diferentes partes de la estructura química (Olsson et al., 1998). 
 
Estudios in vivo e in vitro han demostrado que los flavonoides pueden 
modular la actividad de las enzimas que intervienen en el proceso de formación de las 
células cancerígenas (Krishnaswamy y Raghuramulu, 1998; Stavric, 1994). En 
experimentos in vitro se ha confirmado el papel protector de la quercitina, el flavonoide 
de mayor ingesta en la dieta humana la cual ejerce efectos de inhibición frente a 
células cancerígenas en humanos: en colon, glándula mamaria y ovario, en región 
gastrointestinal  y en la leucemia.  
 
Una posible explicación a estos efectos anticancerígenos podría derivarse del 
incremento que algunos flavonoides producen en las concentraciones intracelulares de 
glutatión (pequeña proteína que ayuda a mantener un equilibrio óptimo en la 
eliminación de radicales libres) a través de la regulación de la expresión de la enzima 
limitante en su síntesis (Hertog et al., 1992). 
 
Yllescas (1994) realizó un análisis fitoquímico de las raíces pulverizadas de 
tres ecotipos de maca (amarilla, roja y morada) e identificó tres fracciones de 
alcaloides y un flavonoide, la presencia de flavonoides en maca también se ha 
identificado por otros autores (Álvarez, 2008 y Torres, 2008). Rosas y Pino (2004) 
llevaron a cabo un estudio en extractos de L. peruvianum Ch., probando su efecto 
antioxidante mediante la inducción de hemólisis en eritrocitos in vitro y concluyeron 
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que los extractos acuoso y metanólico poseen mayor efecto antioxidante que el 
extracto clorofórmico.  
 
La evaluación de la capacidad antioxidante de las hojas de L. peruvianum Ch. 
ha sido corroborada por los estudios realizados por Cuentas et al. (2008) en los que 
sugieren que podría estar relacionada con la presencia de flavonoides (quercetina) y 
de antocianinas, entre otros compuestos.  
 
c) Saponinas. Las saponinas son compuestos preformados de tipo 
glicósidos, con una o más cadenas de azúcar y de alto peso molecular. Las saponinas 
han sido intensamente estudiadas en la búsqueda de nuevas alternativas de control de 
enfermedades (Apablaza et al., 2002), son muy frecuentes en los vegetales (Bruneton, 
2001) y tienen propiedades antimicótica, antibacteriana, antiinflamatoria, antioxidante y 
anticancerígena (Lin et al., 1996). Las saponinas también tienen la propiedad de 
disminuir la proliferación celular de células tumorales e inducen apoptosis (Haridas et 
al., 2001); otros derivados como los ginsenósidos de las hojas de Panax ginseng 
muestran propiedades antiinflamatorias (Shibata, 2001) e inhiben la invasión y 
metástasis de células tumorales (Zhu et al., 1995)  y el desarrollo del tumor (Kikuchi et 
al., 1991).  Las saponinas se han constituido desde hace bastante tiempo como 
precursores únicos de muchos medicamentos esteroides tales como las hormonas 
sexuales, corticoides, contraceptivos orales y diuréticos (Hostettmann y Marston, 
1995).  
 
La presencia de saponinas en la maca pudo ser identificada por Yllescas 
(1994)  junto con otros compuestos como cumarinas, taninos, glucósidos, aminoácidos 
libres y aminas secundarias alifáticas y aminas  terciarias, y recientemente se ha 
observado en los estudios realizados por  Ganzera et al. (2002). 
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3. SISTEMA INMUNE 
 
En términos biológicos, inmunidad significa protección contra enfermedades, 
en especial, las infecciosas. Los vertebrados y entre ellos el hombre, han desarrollado 
mecanismos para protegerse de las agresiones que les vienen del ambiente, causadas 
por bacterias, virus, parásitos y toxinas, entre otros agentes, recibiendo el nombre de 
patógenos, o causantes de enfermedad (Abbas et al., 2002). 
 
Uno de estos mecanismos es la inmunidad denominada innata o inespecífica 
por que no depende de la exposición previa al patógeno. En los vertebrados puede 
activarse también una segunda línea de defensa, un sistema de reconocimiento 
específico del agente agresor (Abbas et al., 2002). Estos procesos se denominan  
sistema inmune y está constituido por dos tipos de células:   
 
(a) Las células accesorias, como son los macrófagos y las células dendríticas 
(así llamadas porque poseen ramificaciones), que participan en la captura y 
degradación (también denominada procesado) del antígeno, y  
(b) las células inmunocompetentes o linfocitos, que pueden reconocer 
específicamente tanto al antígeno nativo como al procesado por las células accesorias.  
 
Las células del sistema inmune se originan durante la hematopoyesis y todas 
derivan de las células hematopoyéticas troncales, también denominadas células 
indiferenciadas multipotentes porque pueden replicarse indefinidamente y 
diferenciarse en varias clases de células secundarias. (Goldsby et al., 2004). Las 
células hematopoyéticas se diferencian en: 
 
a) Precursores de la línea linfoide: Dan  origen a los linfocitos B y T.  
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b) Precursores de línea mieloide: Dan origen a los granulocitos, 
macrófagos y mastocitos del sistema inmunológico. Los macrófagos son uno de los 
dos tipos de fagocitos  del sistema inmunitario, y están ampliamente distribuidos por 
los tejidos corporales, son la forma madura de los monocitos  que  circulan por la 
sangre y se diferencian a macrófagos tras su migración dentro de los tejidos. Los 
mastocitos también se diferencian en los tejidos y residen cerca de los pequeños 
vasos sanguíneos, y cuando se activan  liberan sustancias  que afectan a la 
permeabilidad vascular. Los granulocitos, llamados también leucocitos 
polimorfonucleares, se diferencian en tres tipos celulares principales: los neutrófilos, 
que constituyen el otro tipo de células fagocíticas del sistema inmunitario y son el 
componente mas numeroso e importante de la respuesta inmunitaria innata, los 
eosinófilos que son esencialmente importantes en la defensa frente a las infecciones 
por parásitos, y los basófilos  de función similar y complementaria a la de los 
eosinófilos y mastocitos (Abbas et al., 2002). 
 
3.1 Linfocitos 
 
Las respuestas inmunitarias específicas  están mediadas por los linfocitos y 
son las únicas células en el organismo  capaces de reconocer específicamente  y 
distinguir  diferentes determinantes antigénicos. Estos se producen  en los órganos 
linfoides  centrales  o primarios (el timo y la médula ósea de los adultos) a  alta 
velocidad   (10 9 células cada día). Un  ser humano adulto normal posee unas  10 12  
células linfoides, y el conjunto  del tejido linfoide representa aproximadamente un 2 % 
del peso corporal total. Las células linfoides suelen constituir alrededor  del 20 % de 
los leucocitos  circulantes totales (Goldsby et al., 2004).   
 
Los linfocitos B, productores de anticuerpos, maduran en la médula ósea (o 
en un órgano equivalente de las aves, denominado Bursa de Fabricius, de donde 
proviene la denominación de linfocito B). Los linfocitos T lo hacen en el timo, donde se 
11 
 
diferencian en linfocitos T citotóxicos (Tc), que destruyen las células infectadas, y 
linfocitos T colaboradores (Th, por helper), que ayudan a los B y a los macrófagos a 
cumplir su función ( Janeway et al., 2003). 
 
Los linfocitos, así como otros leucocitos, expresan un gran número de 
moléculas de superficie diferentes, algunas de ellas aparecen momentáneamente en 
etapas particulares de la diferenciación o de la activación celular; las cuales pueden 
utilizarse  para distinguir (o marcar) las distintas poblaciones celulares. En la 
actualidad muchos de estos marcadores de membrana pueden ser detectados por 
anticuerpos monoclonales específicos. (Hannet, 1992 y Parnes, 1987) y forman parte 
del grupo denominado cluster o  conjuntos de diferenciación (CD).   
 
El valor de los antígenos CD para clasificar a los linfocitos es enorme, la 
mayor parte de los linfocitos T colaboradores son CD3+, CD4+,  CD8-, y la mayoría de 
los linfocitos T citotóxicos son CD3+, CD4-, CD8+. Esto ha permitido identificar las 
células que participan  en diferentes respuestas  inmunitarias, aislar y analizar 
individualmente su especificidad, patrones de respuesta y funciones efectoras; 
además, de ser utilizados  también  para definir alteraciones específicas en ciertas 
subpoblaciones de linfocitos que podrían actuar en varias enfermedades (Abbas et al., 
2002). 
 
 
3.2 Función de las proteínas CD3, CD4 Y CD8 
 
La proteínas CD3, CD4 y CD8 son cadenas polipeptídicas. Las proteínas 
CD3 relacionan el reconocimiento del antígeno por el TCR (receptor de células T) con 
los fenómenos bioquímicos  que conducen a la activación  funcional de las células T. 
Los CD4 se expresan en forma de monómero en la superficie  de células T periféricas, 
timocitos, fagocitos mononucleares y en algunas células dendríticas. La mayoría de las 
12 
 
moléculas CD8  existen en forma de heterodímeros. Los CD4 y CD8 facilitan la 
adhesión de las células T restringidas por el complejo mayor de histocompatibilidad 
(MHC) a células presentadoras de antígeno (APC) y células diana en virtud de su 
afinidad específica por las moléculas del MHC, participan en la transducción de 
señales tempranas que tienen lugar tras el reconocimiento de la célula T de los 
complejos péptido-MHC sobre las  APC (Goldsby et al., 2004).  
 
La proteína CD4 cumple un papel primordial en el proceso de infección del 
HIV ya que sirve como molécula de anclaje y entrada al linfocito T CD4+, monocitos y 
células dendríticas (que también expresan la proteína CD4) (Abbas et al.,  2002). 
 
4. CITOMETRÍA DE FLUJO E INMUNOFENOTIPIFICACIÓN 
 
La citometría de flujo es una técnica que permite un análisis celular 
multiparamétrico de manera rápida, sensible, específica y precisa. Los citómetros de 
flujo  analizan células en suspensión  que interfieren  de forma individual con una 
fuente de luz. La intersección de cada célula con la luz láser provoca la emisión de una 
serie de señales luminosas que permite diferenciar poblaciones celulares dentro de la 
muestra analizada, por su tamaño relativo (FSC), por sus granulaciones y complejidad 
interna (SSC) o bien por su reactividad con  fluorocromos  previa  incubación con 
diversos anticuerpos monoclonales. Es un método de lectura rápido, que permite 
analizar un elevado número de células (de 10,000 a 50, 000 para cada anticuerpo 
monoclonal) y proporciona un registro computarizado de los resultados (Abbas et al.,  
2002).  
 
4.1 Citómetro de flujo FACScan.- El equipo consta principalmente de tres 
compartimentos  funcionalmente distintos: sistema de flujo, óptico y electrónico, así 
como un láser de Argón enfriado por aire (488 nm).  El primero de ellos  es 
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responsable de crear un flujo axial de líquido isotónico que obliga a las células  en 
estudio a pasar a gran velocidad, pero en forma secuencial y aislada, a través de una 
celda capilar, donde las células  son incididas  por un rayo láser, que es dispersado en 
todas direcciones al chocar con ellas. La magnitud de la dispersión  del láser  en 
ángulos cercanos  a 0° es directamente proporcional al tamaño de la célula (FSC) y es 
medida y registrada por un fotodetector situado delante  de la fuente luminosa. Por su 
parte, la magnitud con que se dispersa la luz en ángulos  cercanos a 90°, es 
proporcional  a la textura (SSC) y es medida  y registrada por un fotomultiplicador  
situado en posición ortogonal a la posición del rayo láser. Con esta información un 
microprocesador asigna, para cada célula, un valor de tamaño y textura; 
adicionalmente a esto, cuando las muestras han sido marcadas con moléculas 
fluoresceinadas, como anticuerpos monoclonales marcados con fluorocromos,  el 
mismo rayo láser  excita a los fluorocromos, quienes emiten luz con  longitudes  de 
onda diferentes, que son detectadas, previa filtración y reflexión por fotomultiplicadores 
adicionales, de tal forma que el microprocesador colecta además  información sobre la 
presencia  e intensidad de fluorescencia en cada célula, lo cual nos permite aislar a un 
grupo celular y obtener información  sobre la presencia  de fluorocromos únicamente 
en esa población (Janeway et al.,  2003). 
 
4.2 Inmunofenotipaje.- Es la identificación de antígenos mediante 
anticuerpos monoclonales marcados con diferentes fluorocromos, que permite la 
identificación y clasificación  de diferentes células tanto normales como patológicas. El 
isotiocianato de fluoresceína (FICT), la ficoeritrina (PE) y la proteína clorofila de 
Peridinin (PerCP) son los fluorocromos más empleados en el marcaje de anticuerpos 
monoclonales. Todos ellos se excitan  a 488 nm (luz azul) y emiten una longitud de 
onda característica en la zona del verde (514 nm), naranja (580 nm) y rojo (670 nm). 
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5. CULTIVO DE CÉLULAS SANGUÍNEAS 
La metodología convencional para medir la proliferación de las células 
sanguíneas  es determinada in vitro  incubando células mononucleares de sangre 
periférica (PBMC) con un determinado agente mitogénico y midiendo la cantidad de 
DNA sintetizado recientemente  mediante la incorporación de timidina tritiada (Fletcher 
et al., 1997). Varios investigadores  han reportado que la sangre total diluída puede ser 
utilizada en lugar de PBMC para la detección de las respuestas proliferativas frente a 
mitógenos y antígenos,  reportando incluso una mejor y mayor respuesta proliferativa 
frente al cultivo de PBMC (Gaines et al., 1996;  Lim et al., 1998 y Wang et al., 2002;). 
El uso de sangre total en lugar de PBMC tiene varias ventajas prácticas: 
a) Se requiere un menor volumen de sangre,  
b) Es fácil de realizar y la muestra está  expuesta a menor manipulación,  
c) Requiere menor tiempo, requerimiento de equipos y el costo es reducido 
(Gaines et al., 1996).  
Asimismo, las células  del sistema inmune son mantenidas en un ambiente 
mas similar al hallado in vivo, pudiendo obviar las distorsiones en las proporciones 
relativas de los subpoblaciones de linfocitos durante los procedimientos de separación 
o posible pre-activación inducida por los procedimientos de aislamiento, siendo 
además cultivados en un medio mas natural que es el plasma autólogo (Bocchieri et 
al., 1995).   Asimismo en cultivos de sangre total de individuos  HIV+ se obtuvo una 
mejor correlación con el estado de la enfermedad que el cultivo de PBMC, el número 
de cambios importantes en el fenotipo de los marcadores de superficie de las 
poblaciones de linfocitos en los sujetos HIV+ incluyendo CD4+, CD8+, la relación  
CD4+/CD8+ y ciertas subpoblaciones de CD8+,  pudieron ser correlacionadas en los 
cultivos de sangre total mas nó en los cultivos de PBMC.  
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6. VIRUS DE LA INMUNODEFICIENCIA HUMANA (HIV) Y SÍNDROME DE 
INMUNODEFICIENCIA ADQUIRIDA (SIDA) 
 
6.1 SIDA 
En América Latina, unas 140 000 personas se infectaron por el HIV el 2007, 
lo que eleva a 1,7 millones el número de personas que viven con el virus. Hay 
aproximadamente 2,2 millones de niños menores de 14 años infectados y el 2007, el 
SIDA cobró unas 63 000 vidas. Para el caso de Perú se estima que el  2007 hubo  
76000 personas entre adultos y niños infectados con el HIV (ONUSIDA, 2008). 
 
El Síndrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA) fue detectado a 
principios de los años 80 y desde entonces se ha convertido en la mayor epidemia a 
nivel mundial que afecta a más de 35 millones de personas. El SIDA es causado por el 
virus de la inmunodeficiencia humana (HIV).  Este síndrome, produce la paulatina 
destrucción del sistema inmunológico por microorganismos que generalmente no 
causan daño o causan un daño mínimo, se tornan altamente peligrosos porque se 
diseminan y agreden el organismo al estar disminuída la defensa inmune, originando 
así una variada gama de enfermedades (cuadros de diarrea, neumonías atípicas, 
cánceres, tuberculosis, degeneración del sistema nervioso central,  etc.) (Abbas et al.,  
2002).  
 
6.2 HIV 
El HIV infecta diversas células del sistema inmunitario, como las células T 
colaboradoras que expresan CD4, los monocitos y las células dendríticas (Goldsby, 
2004). 
 
El HIV  forma parte de la familia Retroviridae y pertenece al género Lentivirus. 
Este virus presenta dos variantes: HIV-1 y el HIV-2 teniendo las dos una homología del 
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40%   en sus ácidos nucleicos, el HIV-1 está presente mayormente en EEUU y el HIV-
2 en África Occidental (Abbas, 2002). 
 
Una partícula del HIV infecciosa está formada  por cadenas idénticas de RNA 
cada una  de aproximadamente 9.2 kilobases (kb) de longitud, empaquetadas dentro 
de un centro de proteínas virales, y rodeadas de una envoltura formada por una bicapa 
fosfolipídica derivada de la membrana celular del huésped, pero que incluye proteínas 
de membranas codificadas por el virus (Goldsby, 2004). 
 
a) Etapas de la infección y patogenia por el  HIV  
 
La enfermedad comienza con una infección aguda solo parcialmente 
controlada por una respuesta inmunitaria adaptativa, y evoluciona a una infección 
progresiva crónica de los tejidos linfoides periféricos (Abbas, 2002). 
 
Tras la infección aguda inicial, se desarrolla una segunda fase de la 
enfermedad, durante la cual los ganglios linfáticos y el bazo se convierten en sitios de 
replicación continua del HIV y de destrucción tisular. Durante este periodo de la 
enfermedad, el sistema inmunitario permanece competente y es capaz de controlar la 
mayoría de las infecciones debidas  a otros microorganismos, existen escasas o nulas 
manifestaciones clínicas de la  infección por el HIV. Por consiguiente, esta fase de la 
enfermedad a menudo recibe el nombre de fase de latencia clínica o estadío B. No 
obstante la destrucción de las células T CD4 en los tejidos linfoides progresa 
ininterrumpidamente (Janeway, 2003). 
 
La infección por el HIV progresa hacia la fase final y casi siempre mortal, 
denominada SIDA, conocido como el estadío C, en la que la destrucción del tejido 
linfoide periférico es básicamente total, descendiendo el recuento de células T CD4+  
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en la sangre por debajo de 200 células (Abbas et al., 2002). Ya que el daño al sistema 
inmunológico es más grave, las personas HIV positivas pueden padecer infecciones 
oportunistas denominadas así  porque son causadas por organismos que 
generalmente no causan enfermedad en personas inmunocompetentes y emergen en 
las personas con un sistema inmunológico comprometido. Algunas de las infecciones 
oportunistas más comunes incluyen la neumonía por Pneumocystis jiroveci (PCP), el 
complejo Mycobacterium avium (MAC), el citomegalovirus (CMV), la toxoplasmosis, y 
la candidiasis (Abbas, 2002). 
 
7. INMUNOESTIMULACIÓN MEDIANTE METABOLITOS SECUNDARIOS DE 
PLANTAS 
Un inmunoestimulante es aquella sustancia capaz de modificar el normal 
funcionamiento del sistema inmune (Hayakawa et al., 1998).  
Actualmente hay una amplia literatura sobre las propiedades 
inmunoestimulantes de los metabolitos secundarios de plantas (Fidan et al., 2008; Lyu 
y Park, 2007; Adhvaryu et al., 2007; Reyes et al., 2006; y Franco et al., 2003). Un 
clásico ejemplo se puede encontrar en Uncaria tomentosa identificándose los 
alcaloides  isomitrafilina y pteropudina que tienen la propiedad de aumentar  la 
actividad fagocítica de los granulocitos, neutrófilos y macrófagos humanos; otros 
metabolitos secundarios como los flavonoides, saponinas, glicósidos entre otros 
también han presentado propiedades inmunoestimulantes (Akbay  et al., 2003; 
Yesilada et al., 2005;  Zhao et al., 2001 y Pugh et al., 2001). 
El patrón de inmunoestimulación  de los  metabolitos secundarios puede 
presentar una amplia variación, así algunos compuestos pueden estimular a muchas 
células del sistema inmunitario, como es el caso de los alcaloides de U. tomentosa  o 
los sesquiterpenos glicósidos  de Dendrobium nobile, que fueron  capaces de 
estimular la proliferación  de linfocitos B y T murinos  in vitro (Zhao et al., 2001); y otras 
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pueden actuar estimulando específicamente un solo tipo celular, como el caso del 
polisacárido ácido arabinogalactano que aumentó el número de linfocitos T CD4 (Stein 
et al., 1999). Estas propiedades inmunoestimulantes específicas de los metabolitos 
secundarios son importantes en los procesos de respuesta del sistema inmunológico, 
donde el balance de las citoquinas Th1/Th2  presenta un patrón patológico, así por 
ejemplo el compuesto ginsenoside, denominado como RG2 en Panax ginseng fue 
capaz de incrementar la actividad de las células T CD4 +  del tipo Th1, promoviendo la 
expresión de los genes de la IL-2 en los esplenocitos murinos, pudiendo ser útil para 
corregir aquellos trastornos patológicos donde predomina un  tipo de respuesta Th2 
(Lee et al., 2004). 
 
Este efecto de inmunoestimulación también puede ser de gran ayuda  en los 
casos de enfermedades que suprimen el sistema inmunológico  como el SIDA,  
recientemente Bot et al. (2007) encontraron que el extracto del  fruto  de Momordica 
balsamica  tiene la capacidad de incrementar el número de linfocitos T CD4+ en el 
cultivo de  PBMC de individuos HIV+; pero además de la pérdida de células T CD4+ en 
la infección por el HIV, también existen cambios cualitativos de la expresión de 
citocinas Th1/Th2, encontrándose un anormal predominio de una respuesta Th2 (Klein 
et al., 1997); para este caso, Breytenbach et al. (2001) demostraron que una mezcla 
de esteroles vegetales tuvo la capacidad de incrementar un tipo de respuesta Th1 en 
cultivos de células sanguíneas de individuos HIV+, lo que hace promisoria la propiedad 
que puedan tener otros extractos de plantas con capacidad de estimular la respuesta 
inmune de células humanas en los individuos HIV+. 
 
Los resultados obtenidos en investigaciones realizadas por Alzamora et al., 
(2007) para L. peruvianum Ch. demostraron que  el extracto metanólico del ecotipo 
morado de maca tiene la capacidad de inducir la producción de interferón – γ (IFN- γ ) 
en el cultivo de linfocitos T humanos, por lo que es muy probable que pueda presentar 
actividad inmunoestimulante en personas inmunosuprimidas HIV-1+. 
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III. HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 
 
1 HIPOTESIS   
 Los extractos clorofórmico, metanólico y acuoso de Lepidium. peruvianum 
presentan diferente actividad  sobre los cultivos de leucocitos 
procedentes de individuos saludables, e infectados con el virus de la 
inmunodeficiencia humana (HIV).  
 
2 OBJETIVO GENERAL 
 
 Comparar la actividad de tres tipos de extractos (clorofórmico, metanólico 
y acuoso) de Lepidium peruvianum Chacón en cultivos de leucocitos 
procedentes de individuos saludables, e infectados con el virus de la 
inmunodeficiencia humana (HIV).  
 
3 OBJETIVOS ESPECIFICOS 
 
 Determinar el extracto con mayor actividad en el cultivo de leucocitos 
procedentes de personas saludables. 
 
 Determinar el extracto con mayor actividad en el cultivo de leucocitos de 
personas infectadas con el virus de la inmunodeficiencia humana (HIV). 
 
 Determinar la población leucocitaria sobre la cual actúan los extractos en 
los individuos  saludables, e infectados con el virus de la 
inmunodeficiencia humana (HIV). 
 
 Determinar la actividad de los extractos sobre la población de linfocitos T 
CD3+CD4+ (T cooperadores) y CD3+CD8+ (T citotóxicos/supresores) en 
individuos  saludables, e infectados con el virus de la inmunodeficiencia 
humana (HIV). 
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III. MATERIAL Y MÉTODOS 
 
1 ELABORACIÓN DE LOS EXTRACTOS  
 
1.1 Obtención del material biológico 
 
Las raíces del ecotipo amarillo de L. peruvianum Ch. fueron colectadas en la 
ciudad de Chupaca, Junín (12º 04' 00" S, 75º 16' 59" O) entre febrero y marzo del 
2004, trasladados al Laboratorio de Inmunología de la Facultad de Ciencias Biológicas 
de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos y conservadas en un ambiente 
fresco.  
 
1.2  Elaboración de los  extractos de Lepidium peruvianum Chacón 
 
La elaboración de los extractos se realizó según Alzamora, 2002. Las raíces 
de maca fueron limpiadas cuidadosamente sacándole las raicillas y cortándose la 
parte de la base y la superficie. Luego se procedió a cortarlas en trozos muy pequeños 
e inmediatamente fueron secados en estufa de aire circulante a una temperatura de 45 
ºC por espacio de dos días. Inmediatamente se procedió a la trituración en un molino 
manual, se llevó a polvo fino en una licuadora y finalmente se tamizó, conservando el 
material en recipientes estériles hasta la elaboración de los extractos.  
 
a) Extracto Acuoso (EAc).- Se maceró 300 g de polvo fino de L. peruvianum 
Ch. con 950 mL de agua destilada estéril en un frasco de vidrio de color oscuro (para 
evitar la reacción con la luz) a una temperatura de 10 °C durante 2 semanas, 
agitándose diariamente durante 5 minutos. Finalmente se filtró al vacío, utilizando 
papel Whatman y se liofilizó hasta concentrar a 3 % del filtrado. El extracto se 
conservó en viales de boca ancha sellados y rotulados a una temperatura de 4 °C. 
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b) Extracto Metanólico (EM).- Se procedió de la misma manera que en el 
caso anterior utilizando como solvente 600 mL de metanol. En un vaso de precipitado 
se obtuvo 700 mL de extracto filtrado, el cual se procedió a concentrar en estufa de 
aire circulante, a una temperatura de 45 ºC hasta concentrar a la cuarta parte del 
volumen inicial. Finalmente, se dejó evaporar todo el metanol en placas Petri dentro de 
una estufa a 40 ºC. El extracto se colectó y conservó en viales  de boca ancha 
sellados y rotulados, a una temperatura de 4 °C.  
 
c) Extracto Clorofórmico (EC).- Se maceraron 300 g de polvo fino L. 
peruvianum Ch. con 600 mL de metanol en frascos de boca ancha oscuros durante 10 
días a temperatura ambiente, transcurrido el tiempo se procedió a filtrar al vacío, 
utilizando papel Whatman, obteniéndose 700 mL de solución, seguidamente se 
procedió a concentrar a 45 ºC en estufa de aire circulante hasta obtener la cuarta parte 
del volumen inicial (EM). El EM se reguló a pH 5 empleando ácido clorhídrico al 10 % y 
se trasvasó a una pera de separación. Se realizó el lavado del EM agregando  
benceno QP V/V, se agitó fuertemente por varios minutos hasta mezclar 
completamente, luego de lo cual se dejó en reposo para que se definan las fases 
acuosa y bencénica. La fase acuosa se colocó en la parte inferior de la pera y la fase 
bencénica en la superior. Se recuperó la fase acuosa en un vaso de precipitado  y se 
le ajustó el pH a 9 empleando hidróxido de amonio (NaOH) concentrado, se transfirió a 
una pera de separación  y se realizó la extracción empleando cloroformo hasta 
agotamiento, se agitó y se dejó un promedio de una hora hasta definición de las fases 
acuosa y clorofórmica. La fase acuosa (metanólica) se ubicó en la parte superior de la 
pera y la fase clorofórmica en la parte inferior. La fase clorofórmica se secó con sulfato 
de sodio anhidro en partes iguales y luego se filtró con papel watman N 1 para evitar 
contaminación del extracto con la sal. La fase clorofórmica  se concentró en un 
rotaevaporador  hasta ¼ de su volumen, se recuperó y se distribuyó en placas Petri, 
luego se procedió a secar en estufa a 40 ºC hasta obtener la completa evaporación del  
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cloroformo. El extracto se colectó y conservó en viales de boca ancha sellados y 
rotulados, a una temperatura de 4 °C.  
 
1.3  Reacciones Cualitativas para el Reconocimiento de Algunos Metabolitos 
Secundarios en los Extractos de  Lepidium  peruvianum Chacón 
 
Para la detección de saponinas se tomaron 50 mL de cada extracto y se 
agitaron manualmente por 5 minutos observándose la formación y mantenimiento de 
espuma durante un tiempo de por lo menos 5 minutos (Domínguez, 1973). 
 
La prueba de flavonoides se realizó  por la reacción de Shinoda, dando 
positivo por el viraje a un color rojo intenso. 
 
Para detectar alcaloides se empleó el reactivo de Dragendorff que contienen 
sales de ácidos de metales pesados (yoduro de bismuto y potasio) las cuales forman 
precipitados, una coloración naranja indicará presencia de alcaloides (Domínguez, 
1973). 
 
2. SELECCIÓN DE CASOS 
 
a) Individuos Saludables. El estudio se realizó en 5 individuos, con edades 
entre 20 y 30 años, todos sanos seleccionados cuidadosamente. Sin ningún riesgo de 
exposición para el HIV (los datos en cuanto a sexo  y edad están presentados en el 
anexo 1).  
 
b) Individuos HIV+. Para el estudio se seleccionaron 5 individuos portadores 
del HIV-1+, pacientes del hospital Rezola de  Cañete, 2  pertenecientes al estadío B y 
3 al estadío C, previo consentimiento verbal informado. Las edades de los individuos 
oscilaron entre 18 y 40 años. No se pudo contar con más voluntarios debido en parte a 
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la desconfianza  que se le revelara su identidad de ser portador del HIV (los datos en 
cuanto a sexo  y edad están presentados en el anexo 2). 
 
2.1 Obtención de las células sanguíneas 
 
Las células sanguíneas fueron obtenidas por punción intravenosa en tubos 
Vacutainer estériles con heparina de sodio como anticoagulante. Una vez obtenidas 
las muestras fueron almacenadas a temperatura ambiente (20-25 °C) hasta su 
procesamiento dentro de las 3 horas siguientes.  
 
3. DETERMINACIÓN DE LA ACTIVIDAD DE LOS EXTRACTOS Lepidium  
peruvianum Chacón EN EL CULTIVO DE LEUCOCITOS 
 
3.1 Preparación de los Extractos para el Cultivo de Células Sanguíneas 
Los tres extractos, se prepararon a una concentración final de 800 µg/mL 
empleando el medio de cultivo RPMI (extendido) como diluyente e inmediatamente 
fueron esterilizados por filtración, utilizando para ello una jeringa de vidrio y 
Membranas Millipore® de 0.2 µm de porosidad, luego de lo cual fueron almacenados 
en frascos de tapa rosca estériles a 10 C hasta su uso. 
 
 3.2 Cultivo de las Células Sanguíneas 
 
Para evaluar el perfil de los extractos sobre los leucocitos, se cultivaron 
células sanguíneas obtenidas en tubos Vacutainer que fueron repartidas en 4 tubos de 
poliestireno (12 x 75 mm), previamente esterilizados, a razón de 200 µL por cada tubo 
y se les adicionó 50 µL de cada extracto (800 µg/mL) a cada uno de los tubos por 
separado (Figura1 y Tabla 1). 
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 Tabla 1. Distribución y cantidad de las células sanguíneas. 
 
TUBO 1 
(extracto 
clorofórmico) 
TUBO 2 
(extracto 
acuoso) 
TUBO 3   
(extracto 
metanólico) 
TUBO 4 
(control 
negativo) 
Células 
sanguíneas * 
200 µL 200 µL 200 µL 200 µL 
Extracto 
alcaloidal 
50 µL    
Extracto 
acuoso 
 50 µL   
Extracto 
metanólico 
  50 µL  
Medio de 
cultivo RPMI 
   50 µL 
* Se procedió de igual forma para las células sanguíneas de personas 
saludables e individuos HIV-1 +. 
 
3.3 Condiciones de cultivo 
El cultivo se realizó en una cámara de siembra previamente esterilizada 
mediante luz ultravioleta. Cada muestra sanguínea se procesó  por triplicado. 
 
Los cultivos fueron incubados en una estufa a 37 C por 16+/-1 h, luego de lo 
cual se  procedió a realizar el recuento celular. 
 
3.4  Recuento de los Glóbulos Blancos (Leucocitos) 
El efecto de los extractos sobre la proliferación celular de los leucocitos fue 
determinado mediante el cultivo de las células sanguíneas en presencia de cada 
extracto. El recuento para el número de leucocitos y sus estirpes celulares evaluadas 
en este estudio (eosinófilos, neutrófilos, monocitos y linfocitos) se realizó mediante 
hemogramas manuales realizados en el Laboratorio Clínico “Rihmen Medic”. Los 
resultados se muestran en los anexos 3 a 7. 
 
 
25 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1. Protocolo realizado para cada muestra sanguínea tanto de las personas 
saludables como de las HIV-1+. 
 
 
Recuento de 
Linfocitos 
CD3
+ 
CD4
+ 
y 
CD3
+ 
CD8
+ 
(Citometría
 
de Flujo) 
 
Recuento de 
Leucocitos  
(Hemograma 
Manual) 
 
Incubación a 37 °C por 16 horas 
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4. DETERMINACIÓN DE LA VARIACIÓN DE LA POBLACIÓN DE LINFOCITOS T 
CD3+CD4+ (COOPERADORES) Y CD3+CD8+ (CITOTÓXICOS) 
 
Para la caracterización y cuantificación de linfocitos CD3+CD4+ y CD3+CD8+ 
mediante citometría de flujo se utilizó un “kit” comercial: TriTEST TM. El  uso de 
reactivos TriTEST TM (lisis sin lavado) permite identificar la población de linfocitos T a 
través del reconocimiento del antígeno de diferenciación CD3 por el anticuerpo 
monoclonal anti CD3-FICT y de sus subpoblaciones CD4+ y CD8+ por anti CD4-PE y 
anti CD8-PE. Para lo cual se realizó lo siguiente: 
 
Por cada muestra se prepararon 2 tubos, cada uno con una  de las mezclas 
de anticuerpos monoclonales que se listan a continuación en la Tabla 2. 
    
TABLA 2. Distribución de los anticuerpos monoclonales.  
Tubo Combinación de Anticuerpo (*) Tipo celular enumerado 
1 CD3/CD4/CD45 Linfocitos T cooperadores / inductores 
2 CD3/CD8/CD45 Linfocitos T citotóxicos /supresores 
 
 (*) Anticuerpos marcados con FITC / PE / PerCP respectivamente (Reactivos 
TriTESTTM). 
 
 
La presencia del marcador molecular CD45 permite descartar todo elemento 
que no sea leucocito como eritrocitos nucleados, partículas, etc. 
 
A cada tubo se le agregó 50 µL de sangre periférica y 20 µL de la respectiva 
mezcla de anticuerpos monoclonales por un periodo de incubación de 20 minutos, 
después de lo cual se le agregó a cada tubo 450 µL de una solución lisante hipotónica  
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(BD FACS lysing), que lisa los glóbulos rojos, durante 30 minutos a 4 ºC y en 
oscuridad.  
4.1   Análisis en el Citómetro de Flujo 
 
 Se llevó  a cabo en un citómetro de flujo FACScan de Marca, Becton 
Dickinson. La adquisición y análisis de los datos  se realizó  empleando el software 
MultiSET Versión 1.0.1. Se leyó un total de 10,000 leucocitos CD45+  para todas las 
muestras, analizándose un mínimo de 2000 linfocitos  dentro de la región.  
 
Los resultados fueron reportados en gráficas de punto mostrando las 
combinaciones de anticuerpos empleados, con las cantidades relativas (porcentajes 
respecto a los linfocitos totales) de las subpoblaciones linfocitarias. 
 
4.2  Determinación del número de las subpoblaciones linfocitarias 
 
Los valores absolutos de las poblaciones linfocitarias: CD45+/CD3+/CD4+ y 
CD45+/CD3+/CD8+ fueron obtenidos reemplazando los valores relativos hallados 
mediante citometría de flujo, en el número de linfocitos obtenidos a través de los 
hemogramas manuales.  
 
5. ANÁLISIS ESTADÍSTICO 
 
Los resultados fueron analizados usando el paquete estadístico SPSS 
(versión 15) y se expresaron como la media ± desviación estándar, las diferencias 
entre grupos se determinaron mediante la prueba t de Student, con un nivel de 
significancia de p< 0.05. 
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                                IV. RESULTADOS 
 
Los tres extractos, luego del proceso de secado y/o liofilizado, adquirieron 
una consistencia gomosa. El extracto con mayor rendimiento fue el acuoso, 
obteniéndose por cada 100 g de maca 3.3 g del extracto representando 
aproximadamente el 3 %, seguido del metanólico con un 0.9 % y al final el 
clorofórmico con un 0.4 % (Tabla 3). 
 
TABLA 3. Rendimiento de los Extractos 
 
CARACTERISTICA 
TIPO DE EXTRACTO 
Acuoso Clorofórmico Metanólico 
Rendimiento* (g) 3.288 0.385 0.9 
 
* Rendimiento de los extractos por cada 100 g de maca. 
 
Se confirmó la presencia de saponinas, flavonoides y alcaloides. La prueba 
para detección de saponinas fue positiva para los extractos acuosos y metanólico 
(Tabla 4) siendo mayor en el extracto acuoso donde la formación de espuma fue en 
mayor cantidad y por un tiempo mayor a 15 minutos. 
  
En la prueba para la detección de flavonoides (reacción de Shinoda) los tres 
extractos fueron positivos (Tabla 4). 
 
En cuanto a la prueba de alcaloides por el reactivo de Dragendorff los tres 
extractos fueron positivos (Tabla 4) siendo mayor para los extractos clorofórmico  y 
metanólico y en menor grado para el extracto acuoso. 
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TABLA 4.  Presencia de Metabolitos Secundarios 
 
Metabolitos 
Secundarios 
Extracto 
Acuoso 
Extracto 
Metanólico 
Extracto 
Clorofórmico 
Saponinas + + + + - 
Flavonoides + + + 
Alcaloides ± + + + + + 
 
+: hay reacción     ±: reacción muy débil       -: no hay reacción 
 
1. ACTIVIDAD DE LOS TRES EXTRACTOS DE Lepidium peruvianum Chacón EN 
EL CULTIVO DE LEUCOCITOS 
 
  1.1 Cultivo de Células sanguíneas de personas saludables 
Los resultados del número de leucocitos con los tres extractos de L. 
peruvianum Ch. son presentados en la Tabla 5. 
 
TABLA 5. Recuento de leucocitos y sus principales estirpes celulares para el 
cultivo de las células sanguíneas de personas saludables. 
 
TRATAMIENTO 
LEUCOCITOS 
(No Cel. ± 
Desv.) 
LINFOCITOS 
(No Cel. ± 
Desv.) 
NEUTRÓFILOS 
(No Cel. ± 
Desv.) 
EOSINÓFILOS 
(No Cel. ± 
Desv.) 
MONOCITOS 
(No Cel. ± 
Desv.) 
EC 5044 ± 285 1932 ± 85 2927 ±214 72 ±24 122 ± 9 
EAc 4532 ± 268 1644 ± 86 2717 ±214 70 ± 22 110 ± 8 
EM 4403 ± 232 1595 ± 85 2647 ±168 56 ± 18 108 ± 17 
CN 4183 ±232 1378 ± 71 2624 ± 182 63 ± 12 118 ±12 
 
EC : Extracto clorofórmico , EAc: Extracto acuoso, EM : Extracto metanólico, CN : 
control negativo.    
 
Los tres extractos lograron incrementar el número de leucocitos respecto al 
control  (Figura 2) presentando un incremento de 21, 8 y 5 % para el extracto 
clorofórmico, acuoso y metanólico respectivamente (tomando como 100 % al número 
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de células del control negativo); sin embargo, no pudieron encontrarse diferencias 
significativas (Tabla 6).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
FIGURA 2. Efecto de los extractos de L. peruvianum Ch. sobre el recuento de 
leucocitos de  personas saludables. Todos los extractos tuvieron una concentración final 
de 800µg/mL, como control negativo se utilizó el medio de cultivo RPMI. EC: Extracto 
clorofórmico, EAc: Extracto acuoso, EM: Extracto metanólico y CN: Control negativo.  
* Porcentaje de incremento celular (tomando como 100 % al número de células del 
control negativo).     
 
                                                  
TABLA 6. Significancia estadística* (p) del recuento de las células sanguíneas de 
personas normales para cada extracto.  
 
TRATAMIENTO LEUCOCITOS LINFOCITOS NEUTRÓFILOS EOSINÓFILOS MONOCITOS 
EC 0,1020 0.0033 0,5082 0,9208 0,6921 
EAc 0,5375 0,0852 0,9879 0,5945 0,2328 
EM 0,7212 0,1477 0,8411 0,9677 0,7508 
 
EC: Extracto clorofórmico, EAc: Extracto acuoso, EM: Extracto metanólico. 
*Entre la media del control y la media del respectivo tratamiento. 
 
En cuanto a las 4 estirpes celulares de leucocitos (linfocitos, neutrófilos, 
eosinófilos y monocitos) fue el extracto clorofórmico el que causó un mayor incremento 
(Figura 3) encontrándose para el número de linfocitos un incremento significativo (p= 
0.0033) respecto al control (Tabla 6). El extracto acuoso logró un incremento del 19 y 
11 %, para el número de linfocitos y  eosinófilos respectivamente (Figuras 3a y c), y 
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mostró una disminución del -7% (tomando como 100 % al número de células del 
control negativo) para el número de monocitos (Figura 3d), no se encontraron  
diferencias significativas para ninguna de las estirpes celulares (Tabla 6).  
Respecto al extracto metanólico, se logró un incremento del 16% para el 
número de linfocitos (Figura 3a) y se mantuvo invariable para el número de  neutrófilos 
(Figura 3b), en cuanto  a los  eosinófilos y  monocitos  presentaron una disminución 
respecto al control (-11 y -8 %, Figuras 3c y d), no se encontraron diferencias 
significativas para ninguna estirpe celular (Tabla 6).  
 
1.2 Cultivo de células sanguíneas de personas HIV-1 + Pertenecientes al Estadío 
B 
 
 
Los resultados del número de leucocitos y sus estirpes celulares, para los 2 
individuos pertenecientes al estadío B, con los tres tipos de extractos de L. peruvianum 
Ch. son mostrados en la Tabla 7. El extracto que logró un mayor incremento del 
número de leucocitos respecto al control fue el clorofórmico presentando un porcentaje 
de incremento celular de 45 y 35 % para el individuo 1 y 2 respectivamente (Figura 4).  
 
TABLA 7. Recuento de leucocitos y sus principales estirpes celulares para el 
cultivo de las células sanguíneas de personas HIV-1+ pertenecientes al estadio B.  
 
IND. TRATAMIENTO LEUCOCITO 
(No Cel.) 
LINFOCITO   
(No Cel.) 
NEUTRÓFILO 
(No Cel.) 
EOSINÓFILO 
(No Cel.) 
MONOCITO 
(No Cel.) 
1 
EC 4167 1473 2548 63 85 
EAc 3033 960 1995 50 75 
EM 2900 879 1913 40 71 
CN 2867 800 1910 47 70 
2 
EC 3267 1132 1993 54 60 
EAc 2633 860 1641 48 58 
EM 2733 911 1713 46 46 
CN 2417 781 1571 40 40 
EC: Extracto clorofórmico, EAc: Extracto acuoso, EM: Extracto metanólico, CN: Control 
negativo. 
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FIGURA 3. Efecto de los extractos de L. peruvianum Ch. sobre el recuento de las 4 
estirpes celulares de leucocitos de personas saludables con los tres extractos. a) 
Recuento de Linfocitos, b) Recuento de Neutrófilos, c) Recuento de Eosinófilos  y d) 
Recuento de Monocitos . EC: Extracto clorofórmico, EAc: Extracto acuoso, EM: Extracto 
metanólico y CN: Control negativo.    
* Porcentaje de incremento celular, ** Porcentaje de disminución celular (para ambos 
casos tomando como 100 % al número de células del control negativo).   
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FIGURA 4. Efecto de los extractos de L. peruvianum Ch. sobre el recuento de leucocitos 
de  personas HIV-1 
+
 pertenecientes al estadio B. Todos los extractos tuvieron una 
concentración final de 800µg/mL, como control negativo se utilizó el medio de cultivo RPMI. EC: 
Extracto clorofórmico, EAc: Extracto acuoso, EM: Extracto metanólico y CN: Control negativo.  
* Porcentaje de incremento celular (tomando como 100 % al número de células del 
control negativo).     
 
                                
             En cuanto a las 4 estirpes celulares de leucocitos, en  ambos individuos, el 
extracto clorofórmico logró incrementar el número de células respecto al control sin 
extracto siendo mayor para el número de linfocitos (84 y 45 % para los individuos 1 y 2 
respectivamente, Figura 5a).  
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FIGURA 5. Efecto de los extractos de L. peruvianum Ch. sobre el recuento de las 4 
estirpes celulares de leucocitos de personas HIV 
+
 pertenecientes al estadio B con los 
tres extractos. a) Recuento de Linfocitos, b) Recuento de Neutrófilos, c) Recuento de 
Eosinófilos  y d) Recuento de Monocitos . EC: Extracto clorofórmico, EAc: Extracto acuoso, 
EM: Extracto metanólico y CN: Control negativo. 
* Porcentaje de incremento celular, ** Porcentaje de disminución celular (para ambos 
casos tomando como 100 % al número de células del control negativo).   
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El extracto acuoso logró incrementar el número de linfocitos, eosinófilos y 
monocitos  presentando un mayor incremento de linfocitos, el individuo 1(20 %, Figura 
5a) y de eosinófilos y monocitos el individuo 2 (14 y 45 % respectivamente, Figura 5c y 
d). En cuanto al extracto metanólico este fue el que presentó los menores incrementos 
para las 4 estirpes celulares de ambos individuos y mostró una disminución  del -15% 
respecto al control  negativo  para el número de eosinófilos del individuo número 1 
(Figura 5d).  
 
1.3 Cultivo de células sanguíneas de personas HIV-1 + Pertenecientes al Estadío 
C 
 
Los resultados obtenidos para los tres extractos se presentan en la Tabla 8. 
El extracto clorofórmico fue el que logró un mayor incremento del número de 
leucocitos (31%, Figura 6).  
 
TABLA 8. Recuento de leucocitos y sus principales estirpes celulares para el 
cultivo de las células sanguíneas de personas HIV-1+ pertenecientes al estadio C. 
 
TRATAMIENTO 
LEUCOCITOS 
(No Cel.± 
Desv.) 
LINFOCITOS 
(No Cel.± 
Desv.)    
NEUTRÓFILOS 
(No Cel.± 
Desv.)  
EOSINÓFILOS 
(No Cel.± 
Desv.) 
MONOCITOS 
(No Cel.± 
Desv.)  
EXTRACTO 
CLOROFÓRMICO 
2367 ± 102 895 ± 26 1387 ± 77 43 ± 4 39 ± 4 
EXTRACTO 
ACUOSO 
1872 ± 202 676 ± 63 1132 ± 131 35 ± 5 33 ± 6 
EXTRACTO 
METANÓLICO 
1856 ± 197 658 ± 63 1141 ± 126 32 ± 6 25 ± 3 
CONTROL 
NEGATIVO 
1800 ± 222 640 ± 72 1093 ± 149 36 ± 6 32 ± 3 
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FIGURA 6. Efecto de los extractos de L. peruvianum Ch. sobre el recuento de leucocitos 
de  personas HIV 
+ 
pertenecientes al estadio C. Todos los extractos tuvieron una 
concentración final de 800µg/mL, como control negativo se utilizó el medio de cultivo RPMI. EC: 
Extracto clorofórmico, EAc: Extracto acuoso, EM: Extracto metanólico y CN: Control negativo. 
* Porcentaje de incremento celular (tomando como 100 % al número de células del 
control negativo).     
                                       
 
En cuanto a las 4 estirpes celulares el extracto clorofórmico fue el que logró 
un mayor incremento (Figura 7), encontrándose diferencias significativas para el 
número de linfocitos (p= 0.0288, Tabla 9). 
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FIGURA 7. Efecto de los extractos de L. peruvianum Ch. sobre el recuento de las 4 
estirpes celulares de leucocitos de personas HIV 
+
 pertenecientes al estadio C con los 
tres extractos. a) Recuento de Linfocitos, b) Recuento de Neutrófilos, c) Recuento de 
Eosinófilos  y d) Recuento de Monocitos . EC: Extracto clorofórmico, EAc: Extracto acuoso, 
EM: Extracto metanólico y CN: Control negativo. 
* Porcentaje de incremento celular, ** Porcentaje de disminución celular (para ambos 
casos tomando como 100 % al número de células del control negativo).   
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TABLA 9. Significancia estadística* (p) del recuento de las células sanguíneas de 
personas HIV-1+ pertenecientes al estadio C para cada extracto.  
 
TRATAMIENTO NEUTRÓFILOS EOSINÓFILOS MONOCITOS LINFOCITOS LEUCOCITOS 
EXTRACTO 
CLOROFÓRMICO 0.1544 0.4039 0.1745 0.0288 0.0809 
EXTRACTO 
ACUOSO 0.8564 0.9341 0.8221 0.4282 0.4288 
EXTRACTO 
METANÓLICO 
0.8192 0.6450 0.1543 0.5250 0.4464 
 
*Entre la media del control y la media del respectivo tratamiento. 
 
El extracto acuoso sólo logró incrementar ligeramente (p> 0.05) el número de 
linfocitos, neutrófilos y monocitos (6, 4 y 5 %, Figura  7a, b y d). El extracto metanólico 
no logró incrementar ninguna estirpe celular, sino por el contrario ejerció un efecto 
inhibitorio, ya que se observó una disminución del número de células respecto al 
control para los eosinófilos y los monocitos, -11 y -18 % respectivamente  (Figura 7c y 
d).  
 
2 IDENTIFICACIÓN DE LA POBLACIÓN LINFOCITARIA T SOBRE LA CUAL 
ACTÚAN LOS EXTRACTOS 
 
2.1 Cultivo de células sanguíneas de personas saludables 
 
Las muestras utilizadas para este estudio fueron las mismas que se utilizaron 
para la determinación de la actividad de  los tres extractos de L.  peruvianum Ch. en el 
cultivo de células sanguíneas y procedieron de las mismas personas saludables. Los 
resultados del número de linfocitos en los cultivos de linfocitos  de personas 
saludables con los tres extractos de L. peruvianum Ch. son presentados en la  Tabla 
10. 
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TABLA 10. Recuento de los Linfocitos T CD3+ y sus poblaciones CD3+CD4+ y 
CD3+CD8+ para el cultivo de las células sanguíneas de personas saludables. 
 
 
Los 3 extractos lograron  incrementar el número de linfocitos T CD3+ respecto 
al control (Figura 8) pero sólo el extracto clorofórmico presentó diferencias 
significativas (p=0.005, Tabla 11). Para las  subpoblaciones de linfocitos T CD3+CD4+ 
y CD3+CD8+ los tres extractos incrementaron el número celular respecto al control 
(Figura 9), pero sólo el extracto clorofórmico presentó diferencias significativas para el 
número de linfocitos T CD3+CD4+ (p=0.004, Tabla 11) y CD3+CD8+ (p=0.050, Tabla 
11). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
FIGURA 8. Efecto de los extractos de L. peruvianum Ch. sobre el recuento de 
Linfocitos T CD3+ por citometría de flujo, de personas saludables. EC: Extracto 
clorofórmico, EAc: Extracto acuoso, EM: Extracto metanólico y CN: Control negativo. 
* Porcentaje de incremento celular (tomando como 100 % al número de células 
del control negativo).                                                       
TRATAMIENTO 
LINFOCITOS CD3+ 
(No Cel.± Desv.) 
LINFOCITOS CD4+ 
(No Cel.± Desv.) 
LINFOCITOS CD8+ 
(No Cel.± Desv.) 
EXTRACTO 
CLOROFÓRMICO 
1493 ± 97 1017 ± 84 656 ± 58 
EXTRACTO 
ACUOSO 
1264 ± 91 830 ± 69 560 ± 48 
EXTRACTO 
METANÓLICO 
1228 ± 80 798 ± 50 572 ± 58 
CONTROL 
NEGATIVO 
1042 ± 70 646 ± 43 496 ± 40 
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TABLA 11. Significancia estadística* (p) del recuento de los Linfocitos T CD3+ y 
sus poblaciones CD3+CD4+ y CD3+CD8+ de personas saludables.  
 
TRATAMIENTO LINFOCITOS CD3
+
 
LINFOCITOS 
CD3
+
CD4
+
 
LINFOCITOS 
CD3
+
CD8
+
 
EC 0,005 0,004 0.050 
EAc 0,088 0,054 0,341 
EM 0,117 0,051 0,316 
 
 
EC: Extracto clorofórmico, EAc: Extracto acuoso, EM: Extracto metanólico, CN: 
Control    negativo. 
*Entre la media del control y la media del respectivo tratamiento.  
                                           
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
FIGURA 9. Efecto de los extractos de L. peruvianum Ch. sobre el recuento de las 
subpoblaciones Linfocitarias T CD3
+
 por citometría de flujo, de personas saludables.  a) 
Recuento de Linfocitos T CD3
+
CD4
+
 b) Recuento de Linfocitos T CD3
+
CD8
+
 EC: Extracto 
clorofórmico, EAc: Extracto acuoso, EM: Extracto metanólico y CN: Control negativo. 
* Porcentaje de incremento celular (tomando como 100 % al número de células del 
control negativo).      
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Los individuos utilizados para este estudio fueron los mismos utilizados para 
la determinación de la actividad de  los tres extractos de L.  peruvianum Ch. en el 
cultivo de células sanguíneas de personas HIV-1+. 
a) Personas HIV-1+ Pertenecientes al Estadío B 
 
Los resultados del número de linfocitos en los cultivos de las células 
sanguíneas  de personas HIV-1+ pertenecientes al estadío B con los tres extractos de 
L. peruvianum Ch. son presentados en la  Tabla 12. 
 
TABLA 12. Recuento de los Linfocitos T CD3+ y sus poblaciones CD3+ CD4+ y 
CD3+CD8+ para el cultivo de las células sanguíneas de personas HIV+ 
pertenecientes al estadio B. 
 
INDIV. TRATAMIENTO 
LINFOCITOS CD3
+
        
(No Cel.) 
LINFOCITOS CD3
+
 CD4
+ 
       
(No Cel.) 
LINFOCITOS CD3
+
CD8
+
      
(No Cel.) 
1 
EC 1700 751 899 
EAc 1100 480 576 
EM 1000 440 527 
CN 1000 392 480 
2 
EC 1020 691 328 
EAc 810 516 258 
EM 815 538 264 
CN 700 453 234 
 
EC: Extracto clorofórmico, EAc: Extracto acuoso, EM: Extracto metanólico, CN: Control 
negativo. 
 
En cuanto al número de linfocitos T CD3+, el extracto que presentó un mayor 
porcentaje de incremento celular respecto al control en ambos individuos fue el 
extracto clorofórmico (70 y 46 % para el individuo 1 y 2 respectivamente, Figura 10).  
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FIGURA 10. Efecto de los extractos de L. peruvianum Ch. sobre el recuento de Linfocitos 
T CD3
+
 por Citometría de flujo, de personas HIV
+
 pertenecientes al estadio B. EC: Extracto 
clorofórmico, EAc: Extracto acuoso, EM: Extracto metanólico y CN: Control negativo. 
* Porcentaje de incremento celular (tomando como 100 % al número de células del 
control negativo).                                                       
 
Para las subpoblaciones de linfocitos T CD3+,  fue el extracto clorofórmico el 
que presentó un mayor porcentaje de incremento celular tanto para el número celular 
de linfocitos T CD3+ CD4+ como los CD3+CD8+ en ambos individuos (Figura 11). 
 
 
 
                                              
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
FIGURA 11. Efecto de los extractos de L. peruvianum Ch. sobre el recuento de las 
subpoblaciones Linfocitarias T CD3
+
 por citometría de flujo, de personas HIV
+
 
pertenecientes al estadio B. a) Recuento de Linfocitos T CD3
+
CD4
+
. b) Recuento de 
Linfocitos T CD3
+
CD8
+
. EC: Extracto clorofórmico, EAc: Extracto acuoso, EM: Extracto 
metanólico y CN: Control negativo. 
* Porcentaje de incremento celular (tomando como 100 % al número de células del 
control negativo).    
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b) Personas HIV-1+ Pertenecientes al Estadío C 
 
Los resultados del número de linfocitos en los cultivos de las células 
sanguíneas  de personas HIV-1+ pertenecientes al estadío C con los tres extractos de 
L. peruvianum Ch. son presentados en la  Tabla 13. 
 
TABLA 13. Recuento de los Linfocitos T CD3+ y sus poblaciones CD3+ CD4+ y 
CD3+CD8+ para el cultivo de las células sanguíneas de personas HIV+ 
pertenecientes al estadio C. 
 
TRATAMIENTO 
LINFOCITOS CD3
+ 
(No Cel.± Desv.) 
LINFOCITOS 
CD3
+
CD4
+
  
(No Cel.± Desv.) 
LINFOCITOS 
CD3
+
CD8
+
  
(No Cel.± Desv.) 
EC 514 ± 119 53 ± 34 447 ± 101 
EAc 410 ± 118 38 ± 29 353 ± 94 
EM 391 ± 96 33 ± 27 337 ± 86 
CN 382 ± 103 33 ± 27 323 ± 82 
 
EC: Extracto clorofórmico, EAc: Extracto acuoso, EM: Extracto metanólico, CN: Control 
negativo. 
 
Al igual que los individuos pertenecientes al estadío B el extracto que obtuvo 
un mayor incremento del número de linfocitos T CD3+ fue el clorofórmico (35%, Figura 
12), presentando el extracto acuoso y metanólico incrementos de 7 y 2 % 
respectivamente. 
 
En cuanto a las subpoblaciones de linfocitos T CD3+  fue el extracto 
clorofórmico el que provocó un mayor incremento celular para  ambas poblaciones: 
linfocitos T CD3+CD4+ y CD3+CD8+ (Figura 13), presentando diferencias significativas 
para la primera población (p=0.0227, Tabla 14); el extracto acuoso también logró 
incrementar las 2 subpoblaciones linfocitarias mientras que el extracto metanólico 
logró un incremento del 4% para la población linfocitaria CD3+CD8+, no se encontraron 
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diferencias significativas para estos 2 extractos en ninguna población linfocitaria 
estudiada. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
FIGURA 12. Efecto de los extractos de L. peruvianum Ch. sobre el recuento de Linfocitos 
T CD3
+
 por citometría de flujo, de personas HIV
+
 pertenecientes al estadio C. EC: Extracto 
clorofórmico, EAc: Extracto acuoso, EM: Extracto metanólico y CN: Control negativo. 
* Porcentaje de incremento celular (tomando como 100 % al número de células del 
control negativo).                                                       
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
FIGURA 13. Efecto de los extractos de L. peruvianum Ch. sobre el recuento de las 
subpoblaciones Linfocitarias T CD3
+
 por citometría de flujo, de personas HIV
+
 
pertenecientes al estadio estadio C. a) Recuento de Linfocitos T CD3
+
CD4
+
 b) Recuento 
de Linfocitos T CD3
+
CD8
+. 
EC: Extracto clorofórmico, EAc: Extracto acuoso, EM: Extracto 
metanólico y CN: Control negativo. 
* Porcentaje de incremento celular (tomando como 100 % al número de células del 
control negativo).        
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TABLA 14. Significancia estadística* (p) del recuento de los Linfocitos T CD3+ y 
sus poblaciones CD3+CD4+ y CD3+CD8+ de personas HIV+ pertenecientes al 
estadio C.  
 
TRATAMIENTO 
LINFOCITOS 
CD3+ 
LINFOCITOS 
CD3+CD4+ 
LINFOCITOS 
CD3+CD8+ 
EC 0.4478 0.0227 0.3926 
EAc 0.8653 0.4732 0.8211 
EM 0.9521 1 0.9116 
 
EC: Extracto clorofórmico, EAc: Extracto acuoso, EM: Extracto metanólico, CN: 
Control  negativo. 
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                                             V. DISCUSIÓN 
Lepidium peruvianum Ch.  ha demostrado tener una gran variedad de 
propiedades medicinales tanto en el aspecto reproductivo (Gonzáles et al., 2006; 
Gonzáles et al., 2004; Chung et al., 2005  y Ruiz et al., 2005) como en el inmunológico 
siendo este último recientemente reconocido por los  diversos trabajos realizados, 
donde se demuestra su capacidad para inhibir la formación de tumores (Alzamora, 
2002) así  como de contrarrestar el efecto de agentes inmunosupresores como la 
ciclofosfamida (Alzamora et al., 2004), estas propiedades son atribuídas 
principalmente a los metabolitos secundarios que produce tales como alcaloides, 
flavonoides, glucosinolatos entre otros (Yllescas, 1994; Gonzáles et al., 2006). 
 
En el presente trabajo se reporta la actividad sobre el incremento celular de 
tres tipos de extractos de L. peruvianum Ch.  tanto en células de personas 
inmunocompetentes (personas saludables) como inmunosuprimidas (HIV+). 
 
El perfil fitoquímico realizado a los tres extractos permitió identificar la 
presencia de saponinas, alcaloides y flavonoides,  la presencia de estos metabolitos 
secundarios también ha sido reportada por otros autores (Yllescas, 1994; Gonzáles et 
al., 2006). 
 
Para las personas saludables, los tres extractos  lograron incrementar el 
número de leucocitos respecto al control, siendo el extracto clorofórmico el que 
presentó un mayor incremento. En cuanto a las 4 estirpes celulares evaluadas, el 
incremento celular del número de linfocitos logró obtener diferencias significativas con 
el extracto clorofórmico; este extracto presentó una fuerte presencia de alcaloides. La 
capacidad inmunoestimulante de los alcaloides  de plantas ha sido ampliamente 
reportada; así por ejemplo, en la uña de gato, se sabe que sus propiedades como la 
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linfoproliferación y el incremento de la fagocitosis se deben a la presencia de sus 
alcaloides oxindólicos pentacíclicos: isomitrafilina y pteropodina (Wurm et al., 1998). 
 
La función de ingestión y destrucción de los microorganismos está mediada 
por los fagocitos, es decir, los neutrófilos en las primeras fases de las respuestas 
inmunitarias y los macrófagos en las fases tardías de las mismas (Abbas, 2002). En el 
presente trabajo, los neutrófilos lograron ser incrementados por el extracto alcaloidal, 
pudiéndose plantear un posible efecto de  activación o estimulación, el efecto de los 
alcaloides  también ha sido reportado en los procesos de la fagocitosis incrementando 
su actividad (Lemaire et al., 1999 y Wagner et al., 1985).  
 
El otro extracto que también logró un incremento celular fue el extracto 
acuoso, en el perfil fitoquímico de este extracto se pudo demostrar la presencia 
principalmente de saponinas y en baja concentración flavonoides y alcaloides. Las 
saponinas provenientes de extractos de plantas son conocidas por presentar 
propiedades inmunoestimulantes (Brush, et al., 2006), podría plantearse entonces  que 
para este extracto, son las saponinas más que los alcaloides las que podrían conferir 
la capacidad de incremento celular y muy probablemente de inmunoestimulación; sin 
embargo, es necesario realizar estudios mas detallados para corroborar esta hipótesis.  
 
La infección con el virus de la inmunodeficiencia humana produce disturbios 
funcionales profundos en las células del sistema inmune durante el curso de la 
infección, debilitando la función inmunológica, de manera tal que las personas que la 
padecen son blancos de diversas enfermedades oportunistas. Un posible mecanismo 
del por qué el HIV  le confiere a los linfocitos una función defectuosa, tendría relación 
con una proteína llamada Tat (por transactivador)  que interviene en la regulación de  
los procesos de la replicación viral del HIV; esta proteína desempeñaría  algún papel 
en la patogenia de la inmunodeficiencia por el HIV en los linfocitos T, interaccionando 
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con diversas proteínas reguladoras de los linfocitos T, interfiriendo en el 
funcionamiento normal  de éstas.  
 
El cultivo de las células sanguíneas de los individuos HIV-1+ con los extractos 
de L. peruvianum Ch. nos permitió demostrar su potencial efecto estimulador en el 
sistema inmune en personas inmunosuprimidas HIV-1+. Al igual que en las personas 
saludables, el extracto que presentó un mayor efecto estimulador fue el extracto 
clorofórmico, el cual logró incrementar el número de leucocitos pero principalmente de 
la estirpe celular linfocitaria.  
 
El recuento celular de los eosinófilos y monocitos para los individuos HIV-1+ 
pertenecientes al estadío B y C presentó una disminución respecto al control en el 
extracto metanólico,  en este extracto se pudo detectar la presencia de los tres 
metabolitos secundarios evaluados en esta tesis, pero en base a las referencias 
bibliográficas consultadas se puede plantear que esta disminución de la replicación se 
podría deber a los flavonoides que han demostrado tener propiedades inhibitorias de 
la replicación celular (Brochado et al., 2003) y antivirales específicamente sobre el HIV 
(Nair et al., 2002). La primera propiedad de los flavonoides podría sustentarse en el 
hecho que el extracto metanólico  presentó una menor estimulación de los leucocitos y 
sus estirpes celulares tanto en las personas saludables como HIV+. 
 
En cuanto a las poblaciones linfocitarias T para las personas saludables se 
pudo comprobar que los linfocitos T CD3+CD4+ conocidos como cooperadores, fueron 
los que presentaron una mayor estimulación  tanto por el extracto clorofórmico como 
por el extracto acuoso. Las propiedades de los alcaloides estimulando la 
linfoproliferación ya han sido mencionadas, y el significativo  incremento celular 
respecto al control negativo de los linfocitos del extracto clorofórmico podría dar una 
evidencia de esta propiedad. En cuanto al  extracto acuoso la presencia de alcaloides 
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fue muy débil, sin embargo este presentó una alta positividad en las pruebas para la 
detección de saponinas, las propiedades de las saponinas estimulando las células del 
sistema inmune han sido reportadas para otros extractos de plantas (Brush, et al., 
2006), por lo que los resultados obtenidos por el extracto acuoso podrían ser debido 
en parte a la presencia de saponinas. 
 
Sólo el extracto clorofórmico fue capaz de causar diferencias significativas  
sobre el número de linfocitos T CD8+ en las personas saludables. Una de las funciones 
de los linfocitos T cooperadores CD4+ es activar o estimular a los linfocitos T CD8; el 
número de linfocitos T CD4+ mostró un mayor incremento con el extracto clorofórmico  
y éstos a su vez podrían haber participado en los procesos de estimulación y como 
consecuencia la proliferación de los linfocitos T CD8+. Los linfocitos T CD8+ también 
podrían haber sido estimulados por algún  constituyente del extracto.  
 
El perfil de estimulación de los individuos HIV-1+ perteneciente al estadío B o 
asintomático  fue similar al de los individuos normales. El extracto clorofórmico logró 
una mayor estimulación de los linfocitos CD3+ y de  sus poblaciones linfocitarias CD4+ 
y CD8+.  Estas propiedades de linfoproliferación también podrían deberse a los 
alcaloides presentes en el extracto.  
 
En cuanto a los individuos pertenecientes al estadío C ó SIDA también pudo 
observarse un incremento del número de linfocitos,  siendo los linfocitos T CD4+ 
estimulados por el extracto clorofórmico; los individuos pertenecientes al estadío final o 
SIDA presentan una fuerte inmunosupresión, debido en gran parte a la disminución del 
número de linfocitos T CD4+. En los resultados de los individuos pertenecientes al 
estadío final o SIDA  se pudo obtener un aumento del  62% del número de células 
CD4+ respecto al control; esto podría ser planteado en parte a la falta de proliferación 
de los linfocitos y a un aumento en la supervivencia de los linfocitos T como resultado 
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de  la inhibición de la replicación del HIV, que podría ocurrir por constituyentes de los 
extractos como los flavonoides. Los flavonoides han demostrado tener  propiedades 
antivirales específicamente sobre el HIV (Young et al., 2007).  
 
  Las propiedades inmunoestimulantes de L. peruvianum Ch. determinadas 
en el presente estudio podrían sentar las bases para utilizar esta planta como 
tratamiento de las personas que padecen el HIV a fin de restaurar el nivel y 
funcionamiento de su sistema inmune, que unido a su capacidad energizante y 
revitalizante la colocarían como un excelente agente para ser utilizado en una terapia 
alternativa o como adyuvante del tratamiento que actualmente reciben las personas 
HIV+. 
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VI. CONCLUSIONES 
 
1. El extracto que produjo el incremento significativo del número  de leucocitos, 
procedentes tanto de personas inmunocompetentes (personas saludables) como de 
las inmunosuprimidas (HIV-1 +) fue el clorofórmico. 
 
2. El extracto que causó un  incremento significativo del número  de linfocitos, 
procedentes de personas inmunocompetentes (personas saludables) como de las 
inmunosuprimidas (HIV-1+) fue el clorofórmico. 
 
3. El extracto clorofórmico de Lepidium peruvianum Ch. a una concentración de 800 
µg/mL  provocó el incremento de los linfocitos T CD3+CD4+ y CD3+CD8+ en las 
personas saludables. 
 
4. El extracto clorofórmico de Lepidium peruvianum Ch. a una concentración de 800 
µg/mL  provocó el incremento de los linfocitos T CD3+CD4+ en las personas HIV-1+ 
pertenecientes al estadio C. 
 
5. Los extractos acuoso y metanólico no lograron producir un incremento significativo 
del número de leucocitos, linfocitos, neutrófilos, eosinófilos y monocitos, ni de los 
linfocitos T CD3+CD4+ y CD3+CD8+ tanto de personas inmunocompetentes (personas 
saludables) como de las inmunosuprimidas (HIV-1+). 
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VII. RECOMENDACIONES 
 
1. Identificar el principio activo en cada uno de los extractos responsable de la 
actividad encontrada sobre las células evaluadas en este estudio. 
 
2. Realizar el estudio in vivo en individuos  HIV+ y personas saludables  para así  
corroborar los resultados obtenidos.  
 
3. Efectuar estudios en el extracto clorofórmico acerca de la capacidad de 
inmunoestimulación, mediante la producción de interleuquinas; así como del 
mecanismo molecular que se relaciona con el principio activo del extracto. 
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IX ANEXOS 
 
 
Anexo 1. Datos de las Personas  HIV-1+. 
 
Número de 
Persona 
Fecha de 
Toma de 
Muestra 
Estadio de la 
Enfermedad 
Sexo Edad 
1 08/09/2004 C
2 
Femenino 29 
2 08/09/2004 B
1 
Masculino 26 
3 15/09/2004           C Masculino 24 
4 15/09/2004           B Femenino 18 
5 15/09/2004           C Masculino 40 
1 
Estadio asintomático, 
2
 Estadio final o SIDA 
 
 
Anexo 2. Datos de las Personas  Saludables. 
 
Número de 
Persona 
Fecha de 
Toma de 
Muestra 
Sexo Edad 
1 08/09/2004 Femenino 29 
2 08/09/2004 Femenino 26 
3 08/09/2004 Masculino 24 
4 15/09/2004 Femenino 18 
5 15/09/2004 Masculino 40 
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Anexo 3. Recuento de  las 4 estirpes celulares para las personas saludables. Persona 
1. 
 
 
 
LABORATORIO CLINICO 
“RIHMEN MEDIC” S.R. Ltda. 
Av José C. Mariátegui San Gabriel – V.M.T. 
Lunes a Sábado 8:00 – 2:00pm / 4:00 – 9:00 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
            Fecha: 23-08-2004 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
CN1: Control negativo, primera réplica.        EC1: Extracto Clorofórmico, primera réplica. 
CN2: Control negativo, segunda réplica.       EC2: Extracto Clorofórmico, segunda réplica. 
CN3: Control negativo, tercera réplica.         EC3: Extracto Clorofórmico, tercera réplica. 
 
EAc1: Extracto Acuoso, primera réplica.      EM1: Extracto Metanólico, primera réplica. 
EAc2: Extracto Acuoso, segunda réplica.     EM2: Extracto Metanólico, segunda réplica. 
EAc3: Extracto Acuoso, tercera réplica.       EM3: Extracto Metanólico, tercera réplica. 
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Anexo 4. Recuento de  las 4 estirpes celulares para las personas saludables. Persona 
2 y 3. 
 
 
LABORATORIO CLINICO 
“RIHMEN MEDIC” S.R. Ltda. 
Av José C. Mariátegui San Gabriel – V.M.T. 
Lunes a Sábado 8:00 – 2:00pm / 4:00 – 9:00 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Fecha: 26-08-2004 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
CN1: Control negativo, primera réplica.        EC1: Extracto Clorofórmico, primera réplica. 
CN2: Control negativo, segunda réplica.       EC2: Extracto Clorofórmico, segunda réplica. 
CN3: Control negativo, tercera réplica.         EC3: Extracto Clorofórmico, tercera réplica. 
 
EAc1: Extracto Acuoso, primera réplica.      EM1: Extracto Metanólico, primera réplica. 
EAc2: Extracto Acuoso, segunda réplica.     EM2: Extracto Metanólico, segunda réplica. 
EAc3: Extracto Acuoso, tercera réplica.       EM3: Extracto Metanólico, tercera réplica. 
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Anexo 5. Recuento de  las 4 estirpes celulares para las personas saludables. Persona 
4 y 5. 
 
LABORATORIO CLINICO 
“RIHMEN MEDIC” S.R. Ltda. 
Av José C. Mariátegui San Gabriel – V.M.T. 
Lunes a Sábado 8:00 – 2:00pm / 4:00 – 9:00 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fecha: 30-08-2004 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
CN1: Control negativo, primera réplica.        EC1: Extracto Clorofórmico, primera réplica. 
CN2: Control negativo, segunda réplica.       EC2: Extracto Clorofórmico, segunda réplica. 
CN3: Control negativo, tercera réplica.         EC3: Extracto Clorofórmico, tercera réplica. 
 
EAc1: Extracto Acuoso, primera réplica.      EM1: Extracto Metanólico, primera réplica. 
EAc2: Extracto Acuoso, segunda réplica.     EM2: Extracto Metanólico, segunda réplica. 
EAc3: Extracto Acuoso, tercera réplica.       EM3: Extracto Metanólico, tercera réplica. 
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Anexo 6. Recuento de  las 4 estirpes celulares para las personas HIV+. Persona 1 y 3. 
 
LABORATORIO CLINICO 
“RIHMEN MEDIC” S.R. Ltda. 
Av José C. Mariátegui San Gabriel – V.M.T. 
Lunes a Sábado 8:00 – 2:00pm / 4:00 – 9:00 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
      Fecha: 08-09-2004 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
CN1: Control negativo, primera réplica.        EC1: Extracto Clorofórmico, primera réplica. 
CN2: Control negativo, segunda réplica.       EC2: Extracto Clorofórmico, segunda réplica. 
CN3: Control negativo, tercera réplica.         EC3: Extracto Clorofórmico, tercera réplica. 
 
EAc1: Extracto Acuoso, primera réplica.      EM1: Extracto Metanólico, primera réplica. 
EAc2: Extracto Acuoso, segunda réplica.     EM2: Extracto Metanólico, segunda réplica. 
EAc3: Extracto Acuoso, tercera réplica.       EM3: Extracto Metanólico, tercera réplica. 
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Anexo 7. Recuento de  las 4 estirpes celulares para las personas HIV+. Persona 4, 5 y 
6. 
 
LABORATORIO CLINICO 
“RIHMEN MEDIC” S.R. Ltda. 
Av José C. Mariátegui San Gabriel – V.M.T. 
Lunes a Sábado 8:00 – 2:00pm / 4:00 – 9:00 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
         Fecha: 15-09-2004 
 
 
 
 
 
 
CN1: Control negativo, primera réplica.        EC1: Extracto Clorofórmico, primera réplica. 
CN2: Control negativo, segunda réplica.       EC2: Extracto Clorofórmico, segunda réplica. 
CN3: Control negativo, tercera réplica.         EC3: Extracto Clorofórmico, tercera réplica. 
 
EAc1: Extracto Acuoso, primera réplica.      EM1: Extracto Metanólico, primera réplica. 
EAc2: Extracto Acuoso, segunda réplica.     EM2: Extracto Metanólico, segunda réplica. 
EAc3: Extracto Acuoso, tercera réplica.       EM3: Extracto Metanólico, tercera réplica. 
